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RESUME 

La synthgse du peptide immunoactif RP 56 142 14C a 6th r6alisee 

par synthese peptidique en solution B par t i r  de L-alanine (14C-l 1 dlacti- 

vite spgcifique 52.5 mCi/mmol (1.94 GBq/mmol). 

SUMMARY 

The “C labelled immunostimulant peptide RP 56 142 14C was 

synthesized bv peptide synthesis in solution using L-( l-14C)-alanine 

of high specific radioactivi ty (52.5 mCi/mmol ; 1.94 GBq/mmol). 

Kev words : “C labelled peptides, peptide synthesis, immunostimulant, 

RP 56 142. 

INTRODUCTION 

Le tr ipept ide RP 56 142 N-lauroyl6 en position terminale 2 est 

representatif d’une nouvelle famille d’adjuvants immunologiques depourvus 
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de groupements glycanes I 1, 2, 3 /. Le derive non IauroylC 1 ne pr6- 

sente pas cette activi t6 immunostimulante. I1 etait donc interessant de 

comparer leurs mQtabolismes. A cet effet, nous les avons synthetises avec 

un marquage au carbone 14 en position 1 du rCsidu alanyle ( * I .  

(L )  ( D )  
R-NH-$H-*CO-NH-:H-COOH 

(L )  

I 
I I 

CH3 

( CH2 12-CO-NH-CH-COOH 

N H ~ - C H - C O N H ~  

(L )  

- 1 : R=H- 

- 2 : R=CH3-(CH2)10-CO- (RP 56 142). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La D. L-alanine ( 14C-l 1 est synth6tisee I'acide bromo-2 

propionique ( I 4 C - l  ) selon une methode connue / 4 /. Son isomere L, 2, 
est obtenu par resolution enzymatique 1 5 /. La L-alanine ( 14C-l 1, 2, 
est protegee sur  sa fonction amine par le groupement ter t iobutyloxy- 

carbonyle (BOC) et ce produ i t  protege 3 
du peptide 1 selon le schema 1. 

est ut i l ise dans la synthese 

L'acide diaminopimelique Dap) est ut i l ise sous forme diaster6o- 

isomerique L,L, ce qui permet d'obtenir le peptide 1, plus acti f  que les 

peptides synthetises B par t i r  de Dap racdmique / 1, 2, 3 I .  

Pour reduire la racemisation de cet acide pendant les reactions 

de couplage, le groupement carboxylique du Dap est protege in s i tu  en 

ut i l isant du bis(  trimCthyJsilylac6tamide) (BTMSA 1 / 3 / .  

Le dipeptide 1 a CtB prepard en condensant BOC-D-Glu-OBzl 5 
/ 6 / sur le derive monobenzyloxycarbonyJ6 de I'acide diamino-2.6 pimela- 

mique 6 / 3 / par la methode au chloroformiate d'isobutyle. 
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Schema 1 

- 3 f l  

- 4 BOC 

BOC 

t 

F 

I4c -1  I 

OH 

La coupure du groupement BOC a Bt6 rCalis6e avec du dioxane 

chlorhydrique 2.5 N. 

Deux mgthodes de  couplage ont 6t6 testCes pour la synthese 

de 2 : 

a) couplage direct  de BOC-Ala (14C-l)  $ avec le peptide 8, en presence 

de dicyclohexyl carbodiimide (DCCI ) e t  d'hydroxybenzotriazole (HOBT) 

(m6thode A) ; 
14 b)  activation de BOC-Ala ( C-1) 4 en ester pentafluorophenyle actif, 

puis couplage avec le peptide 8 (m6thode B )  . 

Les rCsultats obtenus avec deux essais traceurs (AS = 3.5 mCi/ 

mmol) montrent que la deuxisme methode permet d'obtenir un meilleur ren- 
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OBzl 

dement : 63 ?, au lieu de 45 % avec la premiitre methode e t  un produi t  

f inal contenant moins d'impuretes. Par consequent, la methode B a et6 

utilisee pour I'essai act i f .  

La coupure du groupement BOC par traitement de 9 avec une 

solution de HCI 4N dans le dioxane conduit au t r ipept ide 

rendement de 97 %. L'utilisation de I'acide trifluoroacetique donne des 

rendements plus faibles 172 %) e t  des produi ts de reaction plus dif f ici les 

ZI pur i f ier .  L'hydrogenolyse des groupements benzyloxycarbonyle ( Z  1 e t  

ester benzylique ( B z l )  de lo 
5 % en milieu acide acetique fourn i t  le t r ipept ide 

14 IN -  L-alanyl- ( 

dernigre reaction est t rgs lente (24 heures) et necessite le renouvellement 

frequent du catalyseur. 

avec un 

par I ' h y d r o g h e  en presence de Pd/C 
2 1 : I'acide N - 

C-1 1 I - y-D-glutamyll -L, L-diamino-2,6 pimelamique. Cette 

Apres purif icat ion par CLHP, on obtient un produi t  ayant une 

purete chimique de 99 % e t  une act iv i te specifique de 52.5 mCi/mmol 

( 1.94 GBq/mmol). 

Le t r ipept ide lo est couple au chlorure de lauroyle (schema 2 )  

avec un  rendement de 44 %, en ut i l isant un excgs de chlorure d'acide 

(1.2 i 1,s equivalents) en presence de N-m6thylmorpholine. 

Schema 2 

CH3( CH2] ,OCOOH Ala( 14C-1 1 D-Clu DaP 

I -T- 
CI 

OBzl 

- 

OH 
-NH2 

OH 
+JH2 

OH 
-NH2 

La variation des paramgtres experimentaux (temps de reaction, 

tempGrature, quanti te de N-rn6thylmorpholine) ne conduit pas B un 

accroissement du rendement de couplage. L'hydrogenolyse de 11 



["C] Peptide 695 

(Pd/C 5 % milieu acide achtique) est plus facile que celle de to e t  

fourn i t  avec un rendement de 95 % (24 heures). le peptide attendu 

I'acide N - [ N- IN-lauroyl-L-alanyl- [ 14C-1 11- y-D-glutamyl] -L, L-diamino-2.6- 

pimelamique. 

2 : 
2 

A p r h  purif icat ion par chromatographie liquide sur  colonne, 

- 2 est obtenu avec une puret6 radiochimique de 99 %, une activi te sp6ci- 

f ique de 52.5 mCi/mmol (1942 MBq/mmol) e t  un rendement global de 11 % 
par rapport  B I'alanine f14C-l)  de depart. 

PAR r i E  EXPERIMENTALE 

Les mkthodes utilisees pour la s y n t h k e  peptidique en solution 

sont dej5 decrites / 7 /. La mesure de la radioactivite est determinee par 

BREMSSTRAHLUNG ou par comptage en scintillation liquide (appareil LKB 

Wallac, 1211 Rack beta). 

La radioactivite specifique est determinee B par t i r  du comptage 

de la radioactivite totale par scintillation l iquide e t  dosage de la concen- 

trat ion B I'aide d'un autoanalyseur d'aminoacides [ Biotronik)  . 

L'avancement des reactions est suiv i  par CCM su r  plaques de gel 

de silice 60-F 254 (Merck) avec lecture de la radioactivitg B I'aide d'un 

scanner Berthold et /ou par autoradiographie. e t  egalement par detection 

des groupements amides en ut i l isant un spray de chlore-TMD (t6tramethyl 

diaminodiph6nylm6thane) / 8 /. 

La purif icat ion par CLHP est realisee B I'aide d'un appareii Dupont 

Preparative HLPC Systems, ut i l isant une colonne Zorbax ODS 12.12 x 

25 cml, un detecteur U . V .  B longueur d'onde variable (Dupont) e t  un 

dhtecteur de radioactivitg Berthold. 

Le contr6le de la puret6 chimique et radiochimique est realis6 par 

plusieurs techniques : CCM sur  plaques de gel de silice, CLHP analytique 

[colonne Zorbax ODS (0.46 x 25 cm), systeme CLHP de Merck avec detec- 

tion U . V .  B longueur d'onde variable et detection en continu de radio- 

activite ( Berthold) ]. 

La D,L-alanine (14C- l )  est obtenue / 4 / par carbonatation ( 3  Ci, 
14 111 GBq de Ba C03), du magnksien CH3-CH2-MgI puis bromuration et 
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amination d e  I'acide obtenu. Le rendement global, a p r h  pur i f icat ion s u r  

colonnes (changeuses de cations, est d e  70 % d'acide amin6 p a r  r a p p o r t  

au carbonate ut i l is6. 

La resolut ion enzymatique p a r  I 'acylase de r e i n  porc in  / 5 / 
permet d'obtenir, apres pur i f icat ion s u r  colonne Bchangeuse d'ions, la 

L-alanine I '  4C-l 1 avec une p u r e t e  radiochimique (autoanalyseur e t  

comptage) e t  u n e  pure te  opt ique (CLHP chi ra le)  superieures B 99 %, e t  

une radioactivi te spkcif ique de 52.5 mCi/mmol (1,94 CBq/mmol). 

2 

- 3 (450 mCi, 16,65 GBq, 8,57 mmol), en solut ion dans 60 ml du 

melange eauldioxane (50/50) est mis en reaction avec le  d i - te r t -bu ty l  

dicarbonate [ ( BOC)201 ( 3  equivalents). Apres 8 heures d'agitat ion B 

tempgrature ambiante e t  maintien du p H  B 8 p a r  addit ion de NaOH 0,1 N, 

le  degr6 d'avancement d e  la reaction, su iv i  p a r  CCM, est de 95 %. L'ex- 

t ract ion du melange reactionnel par  1'6ther permet d'eliminer I'exc8s 

d'anhydride. Apr&s avo i r  re f ro id i  le melange B O°C e t  abaisse son p H  B 3 

par  de I'acide c i t r ique,  on e x t r a i t  3 B I'acgtate d'dthyle. La pur i f icat ion 

de cette f ract ion acetate s u r  une colonne d e  si l ice 60 ( 3  x 68 cm) en uti- 

l isant une elut ion isocratique avec le melange acetate d 'e thy le lhexane 

(50/50). permet d 'obteni r  367 mCi (13.58 CBq)  d e  (rendement de 

81,s % ) .  
2 

- CCM s u r  gel de si l ice : 

. Rf = 0,44 (m6thanol/chloroforme : 30/70). 

. Rf = 0,62 (acide acetique B 1 % dans I'acetate d 'e thy le) .  

. R f  = 0,74 ( 5  % du melange n-butanol/acide acbtique/eau : 2/1/1 dans 

I'acetate d 'e thy le)  . 

A une solut ion re f ro id ie  v e r s  -8OC d e  800 ml de tg t rahydro-  

e t  7.08 ml (64,36 mmol) furane contenant 21.71 g (64,36 mmol) de 

de N-methylmorpholine. on ajoute 8.37 ml (64,36 mmol) de chloroforrniate 

d' isobutyle. On agi te  pendant 20 minutes B -8OC. On ajoute B -8OC une 

solution contenant 21,91 g (67,75 mmol) de 

formamide en presence de 93,5 ml (381 mmol) d e  b is - ( t r im6thy ls i l y l )  

acetamide. L'agitat ion est  poursu iv ie  pendant 1,5 heure en t re  - 1 O O C  et  
-2OC, ph is  48 heures B temperature ambiante. A u  milieu reactionnel, on 

ajoute 500 ml d'eau 

5 

5 et  200 ml de dimethyl- 

dist i l lee en le maintenant 5 2OOC. On chasse le te t ra-  
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hydrofuranne par concentration sous vide. La solution obtenue est refroidie 

vers 5OC et acidifiee par addition de 100 ml dlune solution acide ci t r ique B 
10 %. Le precipite blanc form6 est filtre. lave par  de I'eau distillee, sBchC, 

purifie par chromatographie sur  colonne de silice 60 (800 g ; 40-60 pm) 

avec Blution par un melange d'acetate d'bthyle-acide ac6tique-eau 200/12/10 

(en volumes). On obtient ainsi 28.47 g de I, soit un rendement de 70 %. 

Rf = 0.57 (CCM silice 60, acetate d'ethylelacide ac6tique/eau : 180/12/10). 

28,4 g de 2 sont traites par  600 ml d'acide chlorhydrique 2.5 N 
dans du dioxane anhydre pendant 1 heure. Le milieu reactionnel est alors 

concentre B sec e t  tr iture par du diethylether. On obtient ainsi 25,Q g de 

- 8 , soit un rendement de 99 %. 

Rf : 0,65 I CCM silice 60, acetate d'Bthyle/acide acetique/eau : 40/12/10). 

a) MBthode A : essai t raceur 

A une solution refroidie B 4OC de 10 ml d'acetonitrile contenant 

3,86 mmol (13,s mCi, 500 MBq) de et 650 mg (4,2 mmol dlhydroxy- 

benzotriazole. on ajoute 790 mg (3.83 mmol) de dicyclohexylcarbodiimide 

et on agite pendant 2 heures. On ajoute ensuite B 4OC. une solution con- 

tenant 3.8 mmol d'acide N -(0 -benzyl- y-D-glutamyl )-N -benzyloxycarbonyl 

L,L-diamino-2,6 pim6lamique, 3, 3,8 mmol de N-rn6thylmorpholine et 15 ml 

d'ac6tonitrile en presence de 3.8 ml de bis-( t r im6thyls i ly l )  acBtamide 

(BTMSA) . L'agitation est poursuivie pendant 2 heures B 4'C puis 15 heures 

B temperature ambiante. 

3 

2 1  6 

Le rendement en produi t  brut, contr616 par CCM. est d'environ 

45 %. Apres deux purif icat ions par chromatographie sur colonne (3 x 30 cm) 

de silice 60, elution avec un gradient (5-70 % I  du melange BAW (n-butanol/ 

acide acetique/eau : 2/1/11 dans I'ac6tate d'ethyle puis par chromatographie 

liquide (colonne Jobin-Yvon 0 40 mm, 200 g de silice 60 Merck, 15-40 pm. 
elution isocratique avec le melange acide acetique 5 % dans I'acetate d'6thyle). 

on obtient 1,3 mmol de 2 pur, soit un rendement de 33.7 %. 
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b )  MBthode B : essai t raceur  

On ajoute B une solut ion d e  3.65 mmol (12,8 mCi, 474 MBq) 

de 5 dans 10 ml d'acetate d 'e thy le  sec, 770 mg (4.2 mmol) de penta- 

f luorophenol. Cette solut ion est  re f ro id ie  B O°C e t  on ajoute 860 mg 

(4,2 mmol) de DCCI. A p r h  1 heure d'agitat ion B O'C e t  2 heures B 2OoC, 

le contr6le CCM ind ique un rendement d e  97 % en ester act i f .  Apres puri- 

f icat ion par  f i l t ra t ion  e t  t r i turat ions,  on ajoute ce produ i t  2 u n e  solut ion 

d e  8 
3,8 ml de BTMSA, 26 ml d'ac6tonitr i le e t  5 ml d e  dimethylformamide. Apres 

1 heure d'agitat ion B O°C on ajoute encore 4 mmol de NMM et  I 'agitat ion 

est poursu iv ie  1 heure  B O°C e t  2 heures B 2 O O C .  Le contrBle par  CCM 

indique que le rendement en 9 brut est d 'env i ron 63 %. Apres purifi- 

cation par  chromatographie s u r  colonne ( 3  x 42 cm, si l ice 60, 40-60 pm, 

elut ion avec un gradient  d'acide acetique 1 B 10 % dans I'acCtate d'bthyle), 

on obtient 1.89 mmol de 9 pur, soit un rendement de 51,8 %. 

(3,58 mmol) en presence d e  4 mmol d e  N-mBthylmorpholine (NMM), 

c )  MBthode B : essai act i f  

On dissout 2 (320 mCi, 11,84 GBq, 6.1 mmol) dans 5 ml 

d'acgtate d 'd thy le  sec, pu is  on r e f r o i d i t  la solut ion B O°C e t  on ajoute 

1,5 g (8,5 mmol) de pentafluorophenol en solut ion dans 4 ml d'acetate 

d'bthyle e t  1,6 g ( 8  mmol) de DCCI dissous dans 6 ml d'acetate d'bthyle. 

A p r h  2 heures 30 d'agitat ion B OOC, les contrales par  CCM ind iquent  un 

rendement de 96 % en ester act i f  brut. On f i l t r e  la dicyclohexylurCe formbe, 

concentre le f i l t r a t  e t  le  p u r i f i e  s u r  une colonne d e  si l ice 60 (e lu t ion p a r  

I'acetate d 'b thy le) .  Le  p r o d u i t  purifie est concentre B sec, pu is  solubi l isd 

dans 10 ml d'acetonitr i le e t  r e f r o i d i  B OOC. On ajoute alors un melange de 

7 mmol de B, 7,2 mmol de NMM et  6 ml de BTMSA en solution dans 15 ml 

d'acetonitri le e t  5 ml de dim6thylformamide. 

AprSs 1 heure d'agitat ion B OOC, on laisse 15 heures B 4OC pu is  

on concentre B sec le melange reactionnel et le p u r i f i e  s u r  colonne ( 3  x 

39 cm) de sil ice 60 (15-40 pm) en u t i l i san t  un grad ien t  0-10 % d'acide 

acbtique dans I'achtate d'ethyle. On obt ient  ainsi 136 mCi ( 5  GBq, 2,57 

mmol) d e  2, soit un rendement d e  42 % do p r o d u i t  purifi6. 

- 9 est t r a i t 6  par  30 ml d'acide ch lo rhydr ique 4N dans du dioxane 

anhydre B O°C pendant 2 heures. Le produ i t  est alors concentre B sec e t  
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purifie par t r i turat ions par le diethylether (3x 1, I'acetate d'ethyle (2x1 et 

Ilacide acetique 1 % dans I'acetate d'ethyle. On obtient 134 mCi (4,966 CBqf 
de chlorhydrate de lo 
dans dif ferents systhmes de solvants : 

presentant une seule tache en CCM sur silice 60 

1) acide acetique 10 % dans I'acetate d'ethyle ( R f  = 0,051. 

2) acetate d'bthylelacide acetique/eau : 44/12/10 (Rf = 0.27). 

3) acetate d'ethyle/acide acetiqueleau : 22/12/10 ( R f  = 0 , 8 ) .  

L'hydrogenation catalytique en presence d'hydroghne gaz et de 

5 % d'une solution dans I'acide acetique de 7,3 mCi (270 MBq) de Pd/C 

- 10 permet d'obtenir 1. Aprhs 20 heures de reaction, en presence de 

90 mg de catalyseur. le rendement est seulement de 26 %. Aprhs deux addi- 

tions suppiernentaires de 90 mg de catalyseur et 2 x 2 heures de reaction, 

on obtient finalement 92 % de 1 brut. La purification par CLHP (colonne 

ODS 2.2 x 25 cm, eluant TFA 0,l % dans I'acetonitrile) permet dlobtenir 

5,6 mCi (207 MBq, rendement 76.7 % )  de prdsentant une purete radio- 

chimique de 99 % (CLHP analytique) et une activi te specifique de 52.5 mCi 

(1,94 GBq) par millirnole. 

1 

CCM sur silice 60 : 

a) n-butanol/acide acetique/eau : 2/1/1 (Rf = 0,141. 

b)  acetate dlethylelacide ac&tique/eau : 20/12/10 ( R f  = 0.23) 

CLHP : colonne C-18 TSK (4.6 x 250 mm) : 

solvant : acdtonitrile/eau/acide trifluoroacetique : 20/80/0,1. 

Ce peptide l ibre 1 se conserve ma1 en solution (1 mCi/mi) dans 

I'acide acetique. Aprhs deux semaines de conservation dans ce milieu, la 

purete de 1 nlest plus que de 97,5 %. Une repurif icat ion de 1 par 

CLHP a bt6 ndcessaire pour obtenir un produi t  dont la purete radiochimique 

est superieure B 99,5 %. 1 est alors lyophilise et conserve B -3OOC. 

Une solution de (120 mCi, 4,44 CBq, 2.28 mmol) dans 10 mi 

de dim6thylforrnamide frakhement dist i l l6 est refroidie B - 1 O O C .  On y ajoute 
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1.5 ml (6,3 mmol) de BTMSA puis  1 ml (4,4 mmol) de ch lo rure  de lauroyle 

e t  0,4 ml (3,56 mmol) d e  NMM. 

L'agitat ion magn6tique est  maintenue pendant 1 heure  B -lO°C, 

pu is  3 heures B 4OC e t  1 heure B 2OOC. Le  contr6le par  CCM ind ique u n  

degre d'avancement de 55 %. A p r k  dvaporation B sec, le rds idu est 

purifiC par  chromatographie s u r  colonne de si l ice 60 (15-40 pm) en uti- 

l isant comme eluant un gradient  de 1 2 10 % d'acide acetique dans I'acetate 

d'bthyle. On obtient 52,5 mCi (1,94 GBq) de 11 avec une pure te  de 98 % 
env i ron (rendement 44 % ) .  

- 11, concentre 21 sec, est dissous dans 100 ml d'acide ac6tique 

glacial. On ajoute 660 mg de Pd/C 5 %. U n  bul lage d ' h y d r o g h e  est assure 

sous agitation magndtique pendant 2 heures B 2OOC. Le contr6le par  CCM 

indique que la reaction est quasi totale. Le  melange est alors f i l t r d  s u r  

Mil l ipore LS et le p rodu i t  est concentre B sec, pu is  tr iture par  I'acetate 

d'bthyle. Le res idu  est redissous dans un melange aqueux d'acide acdtique 

55 % et purifie par  chromatographie s u r  colonne ( 3  x 40 cm) de si l ice 60 

(15-40 p m l .  dlue p a r  le melange acetate d'bthyle/acide acetiqueleau : 

80/12/10, presente une pure td  radiochimique de 99 %. La rad ioact iv i td  

totale obtenue est de 45,5 mCi (1,68 CBq),  soit  un rendement de 86,7 % 
par  rappor t  $I 11, ou un rendement global de 2 d 'env i ron 11 % par  

rappor t  B la L-alanine (14c-11 

2 

3. 

CCM s u r  sil ice 60 : 

a )  n-butanol/acide acetique/eau : 2/1/1 ( R F  = 0,651. 

b)  acetate d'Cthyle/acide acdtique/eau : 40/12/10 ( R f  = 0,341. 

c )  acetate d%thyle/acide acdtique/eau : 20/12/20 ( Rf = 0,861. 

CLHP : colonne ODS sup RS (4,6 x 250 mm) : 

solvant : ac&onitr i le/sulfate de sodium 0,025 M : 30/70 
( V R  = 18,54 m l ) .  
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